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Protéines G trimériques et transport vésiculaire · 

implication d'une protéine Go granulaire 
dans une étape de l'exocytose contrôlée 

Les cellules neuroendocrines et les 
neurones stockent leurs produits de 
sécrétion dans des vésicules membra­
naires spécialisées de type vésicules 
synaptiques pour les neurotransmet­
teurs ou granules  de sécrét ion à 
cœur dense ( LDCV pour large dense 
core vesicles) , pour les neurohormones 
et neuropeptides. La libération des 
produits intravésiculaires ou intragra­
nulaires se fait par exocytose, méca­
nisme impliquant un mouvement de 
la vésicule ou du granule vers la 
membrane plasmique su ivi d ' u n e  
fusion entre membranes vésiculai­
re/granulaire et plasmique qui per­
met la l ibération des produits de 
sécrétion dans l 'espace extracellulai­
re. Diverses approches méthodolo­
giques permettant d 'évaluer les ciné­
t iques d 'exocytose suggèren t  des 
différences fondamentales entre la 
sécrétion des neurotransmetteurs à 
partir des vésicules synaptiques et la 
sécrétion des neuropeptides à partir 
des granules de sécrétion [ 1 ] .  Ainsi 
la libération des neurotransmetteurs 
est  un phénomène extrêmement  
rapide qui a lieu dans l a  mill iseconde 
qui suit la stimulation cellulaire, ce 
qu i  laisse penser que la vés icule 
synaptique est  préposi t ionnée au 
niveau des sites d'exocytose dans les 
cellules au repos. En revanche, un 
déla i  de l ' ordre de  c e n t  m i l l ise­
condes existe entre la stimulation et 
la libération du contenu des granules 
de sécrétion. L'identification récente 
d 'un certai n  nombre de protéines 
associées aux vésicules ynaptiques a 
permis une avancée rapide et inat­
tendue des connaissances dans le 
domaine de la libération synaptique, 
et semble confirmer l 'arrimage des 
vésicules à la membrane plasmique 

[2, 3] . En revanche, les mécanismes 
permettant la sécrétion des granules 
neuroendocrines et des LDCV neuro­
naux restent à l 'heure actuelle large­
ment méconnus. 

Les deux étapes de l'exocytose du 
granule de sécrétion 

La cellule chromaffine de la médul­
losurrénale est un modèle expéri­
mental i l lustran t parfaitement  la 
richesse et la complexité des méca­
n ismes moléculaires qui contrôlent 
et régissent la l ibération du granule 
de sécrétion .  Les techniques de per­
méabilisation sélective de la membra­
ne plasmique, qui constituent une 
approche efficace des mécanismes 
moléculaires intracellulaires, ont per­
mis d'observer que l 'exocytose des 
granules de sécrétion est un mécanis­
me qui se découpe en deux étapes 
successives : une étape dite de prépa­
ration des granules qui requiert de 
l 'ATP et des concentrations micro­
molaires de calcium, suivie d'une éta­
pe de fusion proprement dite qui ne 
nécessite pas d'ATP mais des quanti­
tés relativement plus importantes de 
calc ium sous la membrane pl as­
mique. L' introduction d 'analogues 
non hydrolysables du GTP dans le 
cytoplasme des cellules chromaffines 
perméabilisées montre sans ambiguï­
té la participation directe de pro­
téines dont l 'activité est modulée par 
le GTP (proté ines G) à ces deux 
étapes de 1 ' exocytose [ 4 ] . Sachant 
que ces analogues modulent aussi 
bien l'activité des protéines G hétéro­
trimériques que des proté ines G 
monomériques de type Ras , nous 
avon cherché à connaître la nature 
des protéines  G impl iquées dans 

l ' exocytose en  uti l i san t des outil 
ciblant spécifiquement les protéines 
G de type trimérique [5 ] . 
Le mastoparan est un peptide amphi­
phile du venin de guêpe capable de 
pénétrer les bicouches lipidiques et 
d'y adopter une conformation struc­
turale qui ressemble au fragment 
intracellulaire des récepteurs couplés 
aux protéines G trimériques. Le mas­
toparan peut ainsi activer directe­
ment les protéines G situées sur la 
face cytosol ique de la membrane 
plasmique sans qu'une perméabilisa­
tion membranaire soit nécessaire. 
Nos résultats indiquent  que le masto­
paran est capable de bloquer l 'étape 
de l 'exocytose dépendante de l 'ATP 
dans les cellules chromaffines en cul­
ture, mais à condition d'être intro­
duit directement dans le cytoplasme 
par une perméabilisation de la mem­
brane plasmique [6] . Cette observa­
tion suggère que la cible du mastopa­
ran dans l 'exocytose n 'est pas une 
protéine G associée à la membrane 
plasmique mais pourrait être une des 
protéines G trimériques que nous 
avons identifiées au n iveau de la 
membrane des granules de sécré­
tion [7] . Des mesures directes de liai­
son et d'hydrolyse du GTP au n iveau 
de la membrane des granules chro­
maffines confi rment la capacité du 
mastoparan de stimuler l 'activité des 
protéines G trimériques associées aux 
granules de sécrétion [6] . L' utilisa­
tion de peptides capables d'empê­
cher les i n teractions mastoparan/ 
protéine G et d'anticorps spécifiques 
dirigés contre le domaine C-terminal 
de Gao, Gai 112 et Gai3 nous permet 
de dire que la protéine G activée par 
le mastoparan au n iveau des granules 
de sécrétion est de type Go. De plus, 
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l 'effet inhibiteur qu'exerce le masto­
paran sur 1 ' é tape de 1 ' exocytose 
dépendante de I ' ATP peut  ê tre 
sélectivement bloqué par l'anticorps 
anti-Gao ou par un peptide corres­
pondant à l'extrémité C-terminale de 
Gao. L'ensemble de ces données sug­
gère qu'une protéine de type Go loca­
lisée au niveau des granules chromaf­
fines bloque l 'exocytose lorsqu 'elle 
est activée de manière irréversible par 
le mastoparan ou par des analogues 
non hydrolysables du GTP. 
Le mastoparan est également capable 
de modifier l ' étape terminale de 
l 'exocytose indépendante de I 'ATP. 
Cet effet stimulateur du mastoparan 
requiert la présence de calcium mais 
ne peut être observé qu'en épuisant 
l 'ATP cytosolique par une perméabi­
lisation de la membrane plasmique 
permettant une dialyse du cytoplas­
me [8] . Par ailleurs, l 'effet activateur 
du mastoparan est bloqué par la toxi­
ne pertussique et par les anticorps 
anti-Gai:1• L'étape terminale de l 'exo­
cytose indépendante de I 'ATP est 
donc bien, elle aussi, sous le contrôle 
d'une protéine G trimérique. Il pour­
rait s'agir d'une protéine de type Gi3 
localisée au niveau de la membrane 
plasmique. En effet le mastoparan sti­
mule les protéines G de la membrane 
plasmique et l 'exocytose avec une 
sensibilité aux ions Mg2+ équivalente 
et ces effets peuvent être bloqués spé­
cifiquement par l'anticorps anti-Gai3 
et par le peptide synthétique corTes­
pondant à l 'extrémité C-terminale de 
Gai3. Par ailleurs, une étude immu­
nocytochimique détaillée de la distri­
bution intracellulaire des différentes 
familles de protéines G trimériques 
présentes dans les cellules chromaf­
fines, étude réalisée sur des fractions 
subcellulaires et sur des cellules en 
culture par microscopie confocale,  
indique une localisation préférentiel­
le de Gi3 sur la membrane plasmique 
alors que Go se trouve sur la mem­
brane plasmique et sur la membrane 
des granules de sécrétion . 

Le contrôle de l'exocytose 

Un neurone ou une cellule neuroen­
docrine non stimulés doivent pou­
voir retenir  leurs vésicules synap­
tiques et granules de sécrétion tout 
en assurant le transport et 1 'exocyto-
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se des vésicules constitutives. Ainsi, 
dans une cellule au repos, les gra­
nules de sécrétion pourraient être 
immobilisés par un mécanisme qui 
serait inhibé lors de l 'augmentation 
cytosol ique de calc ium accompa­
gnant l 'activation cellulaire. Nous 
proposons que ce mécan isme de 
contrôle implique une protéine tri­
mérique Go associée à la membrane 
des granules de sécrétion. On peut 
imaginer que l 'activité de Go consis­
terait à empêcher le mouvement des 
granules vers les sites d'exocytose 
et/ou à empêcher la liaison à la sur­
face des granules d 'un  complexe 
requis pour la fusion avec la mem­
brane plasmique. Lorsqu 'une cellule 
est stimulée et que la concentration 
de calcium s 'élève dans le cytoplas-

me, il y aurait inactivation de Go par 
un mécanisme qui demande à être 
préc i sé .  L ' é tape  de l ' e xocytose 
dépendante de I 'ATP pourrait alors 
s'enclencher, suivie de l 'étape termi­
nale - indépendante de I 'ATP - de 
fusion avec la membrane plasmique. 
Cette dernière étape requiert des 
concentrations importantes de cal­
cium et pourrait nécessiter l 'activa­
tion d'une deuxième protéine G tri­
mérique de type Gi3 local isée au 
n iveau de la membrane plasmique. 
Nos résultats semblent indiquer que 
le mastoparan stimule cette étape 
terminale de l 'exocytose en activant 
une protéine de type phospholipase 
A2 [8 ] .  La production de lysophos­
pholipides et d'acide arachidonique 
pourrait avoir un rôle fondamental 

Préparation dépendante 
de I'ATP 

Go actif Go inactif 

1 

Figure 1 .  Modèle décrivant la fonction possible des protéines G trimériques 
Go et Gi3 dans le mécanisme de l'exocytose contrôlée. L 'exocytose contrôlée 
des granules de sécrétion comporte une étape de préparation qui requiert de 
l'A TP et du calcium, et une étape de fusion qui ne nécessite que du calcium. 
La fonction de la protéine Go granulaire serait d'empêcher l'entrée des gra­
nules dans ce processus d'exocytose lorsque la cellule n 'est pas stimulée. La 
forme cytosolique de la GAP-43 permettrait le maintien de Go sous sa forme 
active dans la cellule au repos. Le calcium entrant dans la cellule à la suite 
d'une stimulation inhiberait l'interaction GAP-43/Go et, ce faisant, permettrait 
l'étape de fusion entre granule et membrane plasmique. Cette étape de 
fusion pourrait impliquer une protéine Gi3 qui, en contrôlant une activité de 
type phospholipase A2 (PLA2), favoriserait la déstabilisation membranaire. 
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dans le processus de déstabilisation 
membranaire permettant la création 
d'un poin t  de fusion entre les mem­
branes granulaire et plasmique et la 
l ibération du contenu  gran ulai re 
dans le milieu extracellulaire. 
L'existence d'une protéine G hétéro­
trimérique de type Go associée à la 
membrane des granules de sécrétion 
et conu·ôlant la sécrétion par exocy­
tose pose un certain nombre de ques­
tions concernant, en particulier, les 
modali tés de son activation et/ ou 
i nactivation.  Les protéines G trimé­
riques ont  été décrites à l 'origine  
comme étant des molécules permet­
tant la transduction du signal entre 
un récepteur de la membrane plas­
mique et un effecteur intracellulaire. 
La mise en évidence récente de ces 
protéines au n iveau de divers com­
partiments in tracel lulai res suggère 
cependan t u n  rôle p lus  é t endu ,  
hypothèse qui semble actuellement 
confi rmée par les  fon c t ions  que 
semblent assurer ces protéines dans 
différentes étapes du circuit vésiculai­
re [9] .  La question essentielle de leur 
mécanisme d'activation reste cepen­
dant posée dans la mesure où u n  
contrôle direct par un  récepteur de 
la membrane plasmique n 'est pas 
c o ncevab l e .  A i n s i ,  l ' i m p l i ca t io n 
d'une protéine Go granulaire dans le 
con trôle de l ' exocytose suppose 
qu'une protéine intracellulaire pour­
rait jouer en quelque sorte le rôle de 
pseudorécepteur et contrôler l 'activi­
té de Go en fonction de l 'état d'acti­
vation de la cellule .  Cette protéine 
hypothétique devrait  être d irecte­
ment ou indirectement sensible aux 
variations cytosoliques de calcium qui 
accompagnent l 'activation cellulaire . 
La GAP (growth-associated protein)-43 
est à ce jour la seule protéine cytoso­
lique conn ue,  capable de stimuler 
l 'échange GDP /GTP d'une protéine 
G trimérique : cette propriété a été 
observée in vitro avec les protéines 
Gao et  GAP-43 purifiées [ 1 0 ] .  La 
GAP-43 est une protéine que l 'on 
trouve en forte concentration dans 
les cônes de croissance neuronaux et 
dans  les term i n ai so n s  p résynap­
tiques ; sa présence dans certaines 
cellules neuroendocrines a été décri­
te récemment. Son rôle reste incer­
tain malgré son implication dans un  
certain nombre de fonctions cellu-

laires telles que la croissance ax.onale 
et la neurosécrétion. C'est une pro­
té ine sensible au calc ium dans la 
mesure où elle possède un site de 
liaison pour la calmoduline et un site 
de phosphorylation par la protéine 
kinase C. Nous avons purifié la GAP-
43 de la médullosurrénale et montré 
que la forme cytosolique de la protéi­
ne est capable d' inhiber l 'étape de 
l 'exocytose dépendante de l 'ATP 
dans les cellules chromaffines per­
méabilisées. En outre, de manière 
similaire au mastoparan, la GAP-43 
peut stimuler les protéines G trimé­
riques présentes à la surface des gra­
nules chromaffines. Afin de vérifier 
que la GAP-43 est bien un pseudo­
récepteur potentiel pour la protéine 
Go granulaire, nous avons recherché 
la cible éventuelle de la GAP-43 dans 
les cellules chromaffines perméabili­
sées. Ces expériences ont été réali­
sées à l 'aide d'anticorps monospéci­
fiques préparés conu·e les différentes 
familles de protéines G trimériques 
présentes dans les cellules chromaf­
fines. Seuls les anticorps an ti-Gao 
sont  capables de lever l ' inhibition de 
la sécrétion produite par l ' introduc­
tion de GAP-43 dans le cytoplasme 
des cellules chromaffines [ 1 1 ] .  De 
plus, la micro-injection d'un peptide 
N-terminal de la GAP-43 correspon­
dant au domaine d' interaction avec 
Go, bloque partiellemen t  l 'activité 
sécrétrice des cellules chromaffines, 
en accord avec l ' implication possible 
de cette protéine dans le contrôle de 
l 'exocytose. Ainsi la GAP-43 pourrait 
participer aux événements de l 'exo­
cytose en maintenant l 'activité çle Go 
dans les cellules au repos et, ce fai­
san t, en empêchant le déclenche­
ment non contrôlé de l 'événement 
exocytot ique .  Ce tte hypothèse 
implique un découplage de la  rela­
tion GAP-43/Go lors de la stimula­
tion cellulaire, découplage qui pour­
rai t être induit par un mécanisme 
sensible au calcium. La GAP-43 per se 
n 'étant présente que dans certains 
types de cellules neuroendocrines, 
elle est peut-être le premier maillon 
identifié d'une famille de protéines 
dont la fonction serait de coupler 
l ' ac tivi té d 'une proté ine G trimé­
rique localisée sur u n  compartiment 
i ntracel lu laire à u n  état physiolo­
gique particulier d'une cellule • 
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